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第一章 
 
ERリガンドによる TGF-シグナルの調節を介した
乳癌制御機構の解析 
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要旨 
 
 乳癌は、女性における癌による死因の世界第 1 位となっている。乳癌は一般に、女性
ホルモンであるエストロゲンによって増殖する。エストロゲンが結合したエストロゲン
受容体 (ER) は、標的プロモーター上の応答配列へ直接結合することで標的遺伝子の
転写を活性化し、乳癌の増殖を促進する。また、乳癌患者が死亡する場合その主たる原
因は転移であるが、転移を促進する因子として Transforming growth factor- (TGF-)
シグナルがよく知られている。 
 我々は以前の研究において ERが Smad の分解をエストロゲン依存的に強めること
によって、TGF-シグナルを抑制することを見出した。今回私は、以前の報告において
細胞レベルで示されたエストロゲンと ERによる TGF-シグナル阻害が、実際にマウ
スモデルにおける乳癌転移を抑制することを明らかにした。さらに、フルべストラント
（ICI182,780）やタモキシフェンなどの抗エストロゲン剤を用いて、TGF-シグナルと
乳癌の浸潤に対する作用の解析を行った。解析の結果、Smad とリン酸化 Smad のタン
パク量はエストロゲンによって減少するのに対して、ICI182,780 やタモキシフェンは
これらのタンパク量を減少させないことが明らかとなった。また、これら抗エストロゲ
ン剤の乳癌細胞の遊走と浸潤に対する作用を検討した結果、抗エストロゲン剤は乳癌細
胞の遊走と浸潤に対して抑制作用を示さなかった。これらのことから、抗エストロゲン
剤は TGF-シグナルと乳癌の浸潤を抑制できないことが明らかとなった。 
 これらの研究結果から、乳癌の効果的な治療には、ERによる転写を活性化せずに
TGF-シグナルを抑制する新たな ERリガンドが理想的であると考え、スクリーニン
グを行った。スクリーニングの結果同定された N-1 は、ERの標的遺伝子である pS2
のmRNA量を増加させず、さらにTGF-シグナルの標的遺伝子であるPAI-1 のmRNA
量を減少させた。しかし、この N-1 による PAI-1 mRNA 量の減少作用がやや弱かった
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ことから、N-1 類似化合物群を用いて ERによる転写活性と TGF-シグナルに対する
作用の検討を行った。その結果、ERによる転写を活性化させずに、TGF-シグナルを
強く抑制する N-23 を同定した。さらに、N-23 による TGF-シグナル抑制のメカニズ
ムを解析した結果、N-23 は Smad3 の PAI-1 プロモーターへのリクルートを抑制する
ことを明らかにした。また、N-23 の乳癌細胞の増殖と浸潤に対する作用を検討した。
その結果、エストロゲンが乳癌細胞の増殖を促進するのに対して、N-23 はこの増殖を
抑制した。さらに、乳癌細胞の浸潤に対しては、エストロゲンと同等の抑制作用を示し
た。以上の結果から、今回の研究によって得られた N-23 は、ERシグナルと TGF-
シグナルの制御を介して乳癌の増殖と浸潤の両方を抑制する新規化合物であり、今回の
発見は乳癌に効果的な治療薬開発に繋がると期待される。 
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略語 
 
ER  エストロゲン受容体 
TGF-  Transforming growth factor- 
ICI182,780 フルべストラント 
ERE  エストロゲン応答配列 
TRI   TGF-1 型受容体 
TRII  TGF-2 型受容体 
SBE  Smad 結合配列 
pSmad  リン酸化 Smad 
ALK5TD 恒常活性型 TGF-受容体 
FBDD  Fragment-based drug design  
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序論 
 
 女性の乳癌の罹患率は増加傾向にあり、毎年世界で 100 万人を超える女性が乳癌と
診断され、40 万人以上が死亡している。日本において乳癌は女性における癌罹患率第 1
位であり、年間罹患者数は約 7 万人、年間死亡者数は約 1 万人に上る。 
 乳癌は一般的に、女性ホルモンであるエストロゲンとその受容体であるエストロゲン
受容体 (ER) によって増殖する。ERはリガンド依存的な転写因子であり、核内受
容体スーパーファミリーに属する(1-3)。エストロゲンが結合した ERは、標的プロモ
ーター上のエストロゲン応答配列 (ERE) へ直接結合することで標的遺伝子の転写を
活性化し、乳癌の腫瘍形成を促進することが知られている(2, 4, 5)。これらのことから、
エストロゲンと ERが乳癌において重要な働きを持つことがわかる。 
 乳癌患者が死亡する場合、その主たる原因は、乳癌の転移によるものである。転移を
促進する因子として、Transforming growth factor- (TGF-) がよく知られている(6, 
7)。TGF-は、進化的に保存された大きなファミリーである TGF-スーパーファミリー
に属し、細胞の増殖・運動・分化などの様々な細胞内プロセスの調節に関与している(8)。
このように、TGF-は多彩な生体内プロセスに深く関与していることから、このシグナ
ル経路の破綻は各種の癌や様々な疾患の原因となることが報告されている (9-11)。
TGF-によって癌転移が促進されるという報告もなされている(6, 7)。TGF-はマトリ
ックス分解酵素の発現を誘導することによって、癌細胞のタンパク質分解活性を高める
(12)。TGF-量の増加によって癌細胞のタンパク質分解活性と運動性の促進、また細胞
接着の抑制が起こり、より浸潤性の高い癌細胞の産生が亢進されることも明らかとなっ
ている。 
 TGF-は、細胞膜上に存在する高親和性の TGF-受容体である 1 型受容体 (TRI)、
2 型受容体 (TRII) を通して、これらの細胞内プロセスを制御している(13, 14)。TRI
6 
 
と TRII は細胞内領域にセリン・スレオニンキナーゼ活性をもつことが知られている
(15, 16)。細胞膜上の TRII に TGF-が結合することにより、TGF-が結合した TRII
は TRI と複合体を形成し、TRI を活性化する。活性化された TRI は、細胞内シグ
ナル伝達因子であり特異型 Smad とも呼ばれる Smad2 や Smad3 をリン酸化する
(17-20)。これらの特異型 Smad はリン酸化されることで共有型 Smad と呼ばれる
Smad4 と結合することができるようになる。この複合体が核内へ移行し、標的プロモ
ーター上の Smad 結合配列 (SBE) へ結合することで標的遺伝子の転写を活性化し、細
胞内プロセスを制御することが知られている(12)。 
 先にも述べたように、TGF-Smad シグナルとエストロゲンERシグナルはそれぞ
れ乳癌において重要な働きを持つが、この 2 つのシグナル間の関連についてもいくつか
の報告がなされている。ヒト乳癌由来細胞株である MCF-7 において、TGF-によって
誘導される転写活性や遊走能がエストロゲンによって抑制されることが明らかとなっ
ている(21)。また、Smad3 依存的な転写活性が ERの Smad3 への結合によって抑制
されることが報告されている(22, 23)。これらの報告から、TGF-/Smad シグナルと
ERシグナルにおける制御的相互作用の存在が示唆されるが、この詳細な分子メカニズ
ムは明らかとなっていなかった。 
 我々は以前の報告において、ERがリン酸化 Smad (pSmad) と Smad のユビキチン
リガーゼである Smurf と三者複合体を形成することを明らかにした。さらに、ERが
エストロゲン依存的に Smurf による pSmad のユビキチン化と分解を促進し、その結果
TGF-シグナルを抑制することを報告した(24)。したがって、エストロゲンが ERの
non-genomic 機構を介して TGF-/Smad シグナルを抑制することが示された。 
 本研究では、以前の報告において細胞レベルで示されたエストロゲンと ERによる
TGF-シグナル抑制が、実際にマウスモデルにおける乳癌転移を抑制することを明らか
にした。このことは、エストロゲンは乳癌の腫瘍形成を促進するが、一方で、転移に対
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しては抑制的に働くことを示している。また、現在乳癌治療に用いられている抗エスト
ロゲン剤であるタモキシフェンやフルべストラント（ICI182,780）の TGF-シグナル
と乳癌細胞の浸潤能への作用を検討し、これら抗エストロゲン剤は TGF-シグナルと
乳癌細胞の浸潤を抑制しないことを明らかにした。この抗エストロゲン剤の作用解析の
結果から、抗エストロゲン剤は乳癌の腫瘍形成を抑制するが、一方で、転移を抑制でき
ないことが示された。 
 これらエストロゲンと抗エストロゲン剤を用いた研究の結果から、乳癌の効果的な治
療には、ERシグナルを活性化せずに TGF-シグナルを抑制し、乳癌の腫瘍形成と転
移の両方を抑制できる新たな ERリガンドが理想的であると考えられた。そこで我々
は、スクリーニングを行うことで目的の活性を持つ候補化合物としてN-23を同定した。
また、N-23 による TGF-シグナル制御のメカニズムとして、N-23 が Smad3 の PAI-1
プロモーターへのリクルートを阻害することを示した。さらに、N-23 が乳癌細胞の増
殖と浸潤を抑制することを明らかにした。以上の結果から、今回の研究によって得られ
た N-23 は、ERシグナルと TGF-シグナルの制御を介して乳癌の増殖と浸潤の両方を
抑制する新規化合物であり、乳癌に効果的な治療薬開発に繋がることが考えられる。 
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結果 
 
エストロゲンと ERは乳癌転移を in vivoにおいて抑制する 
 我々は以前の研究において、ERが non-genomic 機構によって TGF-シグナルを抑
制することを報告している(24)。これに加えて我々は、ERが Smad、Smurf と複合体
を形成することを明らかにしている。さらに、ERによる Smad のユビキチン化と分
解は、エストロゲンによって強まり、その結果 TGF-シグナルが抑制されることを見
出した (Figure 1)。そこで、今回私は、マウスモデルを用いて乳癌細胞の肺転移に対す
る ERとエストロゲンの作用の検討を行った。 
 乳癌転移に対する ERの作用を検討するために、ER陰性であり悪性度の高いヒト
乳癌由来細胞株、MDA-MB-231 細胞を用いて、ERを強制発現させた MDA-MB-231
細胞を作製した (Figure 2)。次に、これらの細胞を用いて、マウスモデルにおける乳癌
細胞の肺転移を評価した。その結果、コントロール MDA-MB-231 細胞を注射したマウ
スの肺において多くの転移が見られたのに対して、ERを発現する MDA-MB-231 細胞
における転移の数は著しく減少した (Figure 3A)。また、Real-time RT-PCR 法を用い
て乳癌細胞の肺への転移を定量し、これらの効果を確認した (Figure 3B)。これらの結
果から、ERが乳癌細胞の転移を抑制することが示唆された。 
 さらに、ERの乳癌転移に対する作用が non-genomic 機構を介しているのかを検討
するために、DNA 上のエストロゲン応答配列 (ERE) に結合できない ER変異体であ
る ER (mC) を発現する MDA-MB-231 細胞株を作製した。その結果、MDA-MB-231
細胞の肺への転移は、ER (mC) の発現によっても抑制された (Figure 3A、B)。これ
らのことから、ERによる乳癌転移の抑制は ERの non-genomic な機能を介している
ことが明らかとなった。 
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エストロゲンと ERは TGF-シグナル抑制を介して乳癌細胞の遊走と浸潤を抑制する 
 TGF-が細胞膜上の TGF-受容体に結合すると、活性化された受容体がシグナル伝
達因子である Smad2 と Smad3 をリン酸化する。そこで、ERによる乳癌転移抑制が
TGF-シグナル抑制を介した作用であるかを検討するために、恒常活性型の Smad2 変
異体である Smad2SE と ERを共発現する MDA-MB-231 細胞株を作製した (Figure 
4)。 
 これらの細胞を用いて、TGF-シグナル抑制に対する Smad2SE の影響を検討した。
TGF-によって誘導された転写活性は ERの発現によって減弱し、エストロゲンによ
ってさらに抑制された (Figure 5)。また、この ERとエストロゲンによる TGF-依存
的な転写の抑制は、Smad2SE の発現によって減弱した (Figure 5)。 
 また、これらの細胞を用いて遊走能、浸潤能の評価を行った。その結果、ERを発現
する MDA-MB-231 細胞においては、TGF-に誘導される遊走能はエストロゲンによっ
て抑制された (Figure 6A)。しかし、ERと Smad2SE の両方を発現する MDA-MB-231
細胞においては、TGF-誘導性の遊走能に対するエストロゲンの抑制作用が見られなか
った (Figure 6A)。また、これらの結果は、浸潤能の評価においても同様の結果が得ら
れた (Figure 6B)。これらをまとめると、エストロゲンと ERは TGF-シグナルの抑
制を介して乳癌細胞の遊走能、浸潤能を抑制することが示唆された。 
 
抗エストロゲン剤は TGF-シグナルを抑制しない 
 これまでの結果から、エストロゲンと ERが TGF-シグナルの抑制を介して乳癌の
浸潤、転移を抑制することが示された (Figure 7)。これに対して、エストロゲンが結合
した ERは、DNA 上の ERE に結合して標的遺伝子の転写を活性化することで乳癌の
腫瘍形成を促進することが知られている(2, 4, 5) (Figure 7)。一方、エストロゲンが乳
癌の腫瘍形成を促進することから、現在乳癌治療には抗エストロゲン剤が用いられてい
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る。抗エストロゲン剤は、エストロゲンと競合して ERに結合し、標的遺伝子の転写
を抑制することで乳癌の腫瘍形成を抑制することが知られている(5, 25)。しかし、
TGF-シグナルと乳癌転移に対する抗エストロゲン剤の作用は未だ明らかとなってい
なかった。そこで私は、抗エストロゲン剤の TGF-シグナルに対する作用の検討を行
った。 
 まず、ヒト腎臓由来細胞株である 293 細胞を用いてウェスタンブロット法を行い、
抗エストロゲン剤である ICI182,780 とタモキシフェンの Smad と pSmad のタンパク
量への影響を検討した。その結果、Smad と pSmad のタンパク量はエストロゲンによ
って減少するのに対して、ICI182,780 とタモキシフェンによってはそれらの発現量に
減少が見られなかった (Figure 8)。 
 そこで次に、293 細胞において 3×ERE もしくは 9×CAGA の配列を用いたルシフェ
ラーゼアッセイを行い、ERによる転写活性と TGF-/Smad シグナルによる転写活性
に対するこれら抗エストロゲン剤の影響を検討した。その結果、これまでの報告と同様
にエストロゲンが ERによる転写を活性化するのに対して、抗エストロゲン剤は活性
化しなかった (Figure 9)。また、恒常活性型 TGF-受容体 (ALK5TD) の発現によって
亢進した転写活性は、ERの発現によって減少し、エストロゲンを加えることによって
さらに抑制された (Figure 10)。これに対して、ALK5TD によって誘導された転写活性
は、ICI182,780 とタモキシフェンによっては抑制されなかった (Figure 10)。 
さらに、ヒト乳癌由来細胞株であり、内在的に ERと Smad を発現している MCF-7
細胞を用いて、ERの標的遺伝子である pS2 と TGF-シグナルの標的遺伝子である
PAI-1 の mRNA 量に対する抗エストロゲン剤の影響について、Real-time RT-PCR 法
によって検討した。その結果、pS2 の mRNA 量はエストロゲンによって増加するのに
対して、ICI182,780 とタモキシフェンによっては変化しなかった (Figure 11)。また、
TGF-によって誘導された PAI-1 の mRNA 量はエストロゲンによって減少した。しか
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しながら、ICI182,780 とタモキシフェンによっては減少が見られなかった (Figure 12)。
これらの結果から、抗エストロゲン剤である ICI182,780 とタモキシフェンは、TGF-
シグナルを抑制しないことが示された。 
 
高い遊走能、浸潤能を有するヒト乳癌細胞、MCF-7-M5細胞の作製 
 次に、MCF-7 細胞を用いて、TGF-シグナルによって促進される乳癌細胞の遊走能、
浸潤能に対しての抗エストロゲン剤の影響を検討することにした。しかしながら、
MCF-7 細胞の遊走能と浸潤能はとても低いことが知られている。そこで私は、遊走能
の評価に用いる実験系を利用して、高い遊走能と浸潤能を有する MCF-7 細胞である、
MCF-7-M5 細胞の作製を試みた。MCF-7-M5 細胞の遊走能と浸潤能の評価を行ったと
ころ、MCF-7-M5 細胞は MCF-7 細胞と比較して、遊走能と浸潤能が著しく高いことが
明らかとなった (Figure 13A、B)。さらに、TGF-受容体のキナーゼ阻害剤である
SB-505124 を添加することによって、MCF-7-M5 細胞の遊走能と浸潤能が抑制される
ことも示された (Figure 13A、B)。これらの結果は、MCF-7-M5 細胞における遊走能
と浸潤能の亢進に、一部 TGF-シグナルの亢進が寄与していることを示唆する。 
 
抗エストロゲン剤は乳癌細胞の遊走と浸潤を抑制しない 
 次に、作製した高い遊走能、浸潤能を有する MCF-7-M5 細胞を用いて、乳癌細胞の
遊走能と浸潤能に対する抗エストロゲン剤の作用を検討した。その結果、MCF-7-M5
細胞の遊走能と浸潤能はエストロゲンによって抑制されるのに対して、ICI182,780 と
タモキシフェンによっては抑制されなかった (Figure 14A、B)。これらの結果から、抗
エストロゲン剤は TGF-シグナルと乳癌細胞の遊走・浸潤を抑制できないことが明ら
かとなった (Figure 15)。 
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スクリーニングによる候補化合物 N-1の同定 
 これらエストロゲンと抗エストロゲン剤を用いた研究の結果から、乳癌の効果的な治
療には、ERによる転写を活性化せずに TGF-シグナルを抑制する新たな ERリガン
ドが理想的であると考えられた。そこで、TGF-シグナルに対する抑制活性と、ER
による転写に対する活性を指標に目的の活性を有する化合物のスクリーニングを行っ
た。その結果、同定された候補化合物として N-1 が得られた (Figure 16）。次に、MCF-7
細胞を用いて pS2 と PAI-1 の mRNA 量に対する N-1 の作用を Real-time RT-PCR 法
によって検討した。その結果、エストロゲンが pS2のmRNA量を増加させるのに対し、
N-1 ではその mRNA 発現に変化が見られなかった (Figure 17)。また、TGF-によっ
て増加した PAI-1 の mRNA 量は、N-1 によって減少した (Figure 18)。これらの結果
から、化合物 N-1 が ERを活性化せずに TGF-シグナルを抑制する化合物であること
が示された。 
 
ERを介して TGF-シグナルを強く抑制する化合物 N-23の同定 
 Figure 18 で示されたように、N-1 による TGF-シグナル抑制がやや弱かったことか
ら、さらに効果的に作用する活性の強い化合物を獲得するため、N-1 と同様の母骨格を
もち側鎖の異なる類似化合物群 (Figure 19) を用いて、pS2 と PAI-1 の mRNA 量に対
する活性の検討を行った (Figure 20、21)。その結果、ERによる転写を活性化させず
に TGF-シグナルを強く抑制する化合物として、N-23 を同定した (Figure 20、21)。 
 さらに次に、N-23 による TGF-シグナルの抑制が ERを介しているのかについて検
討した。ER stealth RNAi を用い、ERの発現を抑制させた MCF-7 細胞に N-23 を
添加し、PAI-1のmRNA量をReal-time RT-PCR法によって測定した (Figure 22、23)。
その結果、N-23 による PAI-1 の mRNA 量の減少は、ERのノックダウンによって見
られなくなった (Figure 23)。このことから、N-23 は ERを介して TGF-シグナルを
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抑制することが示唆された。 
 
N-23は PAI-1プロモーターへの Smad3のリクルート阻害を介して TGF-シグナルを
抑制する 
 N-23 による TGF-シグナル抑制のメカニズムを解析するため、MCF-7 細胞を用い
てウェスタンブロット法を行い、Smad と pSmad のタンパク量への N-23 の作用を検
討した。その結果、エストロゲンが Smad と pSmad のタンパク量を減少させるのに対
して、N-23 はそれらの発現量に影響しないことが明らかとなった (Figure 24)。次に、
クロマチン免疫沈降法によって、PAI-1 プロモーターへの Smad3 のリクルートに対す
る N-23 の影響を検討した。その結果、TGF-によって誘導された PAI-1 プロモーター
への Smad3 のリクルートは、N-23 によって抑制されることが示された (Figure 25)。
これらの結果から、N-23 による TGF-シグナルの抑制は、PAI-1 プロモーターへの
Smad3 のリクルート阻害によることが明らかとなった。 
 
N-23は乳癌細胞の増殖と浸潤を抑制する 
 次に、N-23 による乳癌細胞の増殖への影響について検討した。その結果、MCF-7 細
胞の増殖はエストロゲンによって促進されるのに対して、N-23 によって抑制されるこ
とが明らかとなった (Figure 26)。さらに、マウスモデルを用いて N-23 の in vivo での
効果について検討した。MCF-7 細胞を皮下に移植したマウスにおいて、コントロール
では腫瘍が増大したのに対し、N-23 を処理したマウスでは腫瘍増殖が減弱された 
(Figure 27A、B)。 
 また、MCF-7-M5 細胞を用いて遊走能と浸潤能に対する N-23 の作用を解析した結果、
N-23 の処理によってエストロゲン処理時と同等に遊走能と浸潤能が抑制されることが
示された (Figure 28A、B)。以上のことから、N-23 は乳癌細胞の増殖と浸潤を阻害す
15 
 
ることが示唆された。 
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考察 
 
 一般に乳癌では、癌組織における ERの発現量は正常組織に比べて高いことが知ら
れており、このことからも ERが乳癌の発達において重要な働きを担っていることが
示唆されている。ERのリガンドであるエストロゲンは ERに結合することで標的遺
伝子の転写を活性化し、乳癌の腫瘍形成を促進する(5)。 
乳癌患者が死亡する場合、転移が主な原因となっている。我々は以前の報告において、
ERシグナルと転移を促進するシグナルとして知られている TGF-シグナルの相互関
係に着目し、エストロゲンと ERによる TGF-シグナル抑制メカニズムを明らかにし
た(24)。この先行研究において、ERがエストロゲン依存的に Smad の分解を促進する
ことで、TGF-シグナルを抑制することを見出している。 
今回の研究においては、以前の研究において報告されたエストロゲンと ERによる
TGF-シグナル抑制が、実際に in vivo における乳癌転移を制御し得るかを検討した。
その結果、エストロゲンと ERは TGF-シグナル抑制を介して、マウスモデルにおけ
る乳癌細胞の肺への転移を減少させることを明らかにした。この結果は、これまで乳癌
の腫瘍形成を促進することで知られていたエストロゲンが、一方では乳癌転移を抑制す
ることを示している。今回得られたエストロゲンが転移抑制作用をもつという結果は、
ER陰性の腫瘍は ER陽性の腫瘍に比べて悪性度が高いという知見や、ER陽性の腫
瘍を有する患者は予後が良いのに対して、ER陰性の腫瘍を有する患者では全生存率が
低下するという臨床データとも一致する。 
さらに、エストロゲンと ERによる乳癌転移抑制は、ERE への結合を必要としない
ERによる non-genomic 機構を介していることも明らかにした。したがって、以前の
研究において得られた知見と本研究において得られた知見を合わせると、TGF-シグナ
ルと乳癌転移の抑制は ERE を介した転写活性を必要としないことから、ER/ERE シ
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グナル (genomic 機構) と ER /TGF-シグナル (non-genomic 機構) を分けられるこ
とが示唆された。したがって、ERのリガンドによってどちらか片方のシグナルのみを
促進、もしくは抑制できる可能性が考えられた。 
先にも述べたように、エストロゲンが乳癌の腫瘍形成を促進することから、現在の乳
癌治療には抗エストロゲン剤が用いられている (5)。抗エストロゲン剤である
ICI182,780 やタモキシフェンは、エストロゲンの作用に拮抗することで ERによる転
写を抑制し、乳癌の腫瘍形成を抑制する(5, 25)。しかしながら、本研究の結果から、こ
れら抗エストロゲン剤は TGF-シグナルや乳癌細胞の遊走、浸潤に対しては抑制作用
を持たないことが明らかとなった。 
抗エストロゲン剤の投与によって腫瘍形成が抑制されることから、転移先での腫瘍形
成も抑制されることが考えられる。現在抗エストロゲン剤が乳癌治療にも利用され、実
際に投与によって乳癌患者の予後が回復するのは、抗エストロゲン剤の転移先での腫瘍
形成に対する抑制作用のためだと示唆される。一方、原発巣が成長して検出される段階
には、その時点では検出が難しい微小転移が存在していることが知られている。したが
って、原発巣の摘出手術と抗エストロゲン剤の投与によって原発腫瘍が完治したと思わ
れても、投与の終了後再び微小転移が増殖することによって再発がおこる可能性が考え
られている。このことから、原発腫瘍の発達と早期の微小転移の形成を抑制することが
乳癌治療には重要と考えられる。しかし本研究の結果から考えると、抗エストロゲン剤
の投与では、原発巣から微小転移が起こる過程を抑制できない。むしろ抗エストロゲン
剤を投与することによって、エストロゲンによる転移抑制作用が減弱し、転移自体は促
進されてしまう可能性も考えられる。 
本研究の結果から、エストロゲンは乳癌の転移を抑制するという利点と腫瘍形成を促
進するという欠点をもつのに対して、抗エストロゲン剤は乳癌の腫瘍形成を抑制すると
いう利点と転移を抑制できないという欠点をもつことが明らかとなった。そこで私は、
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ERを介した genomic 機構を活性化せず、non-genomic 機構により TGF-シグナルを
抑制することで、乳癌の腫瘍形成と転移を抑制する新たな ERリガンドの獲得を目的
としてスクリーニングを行い、目的の活性をもつ候補化合物として N-23 を同定した。
また、N-23 は、PAI-1 プロモーターへの Smad3 のリクルート阻害によって TGF-シ
グナルを抑制することがわかった。さらに、N-23 は乳癌細胞の増殖と浸潤に対しても
抑制作用を示した。 
 一般的に、あるひとつの核内受容体に結合する低分子化合物は、その小ささゆえに
様々な核内受容体に非特異的に結合してしまう可能性が高いため、目的の活性以外の副
作用も幅広く生まれてしまうことがある。N-23 についても同様のことが考えられるが、
この問題点は、ERに対する化合物の特異性を高めていくことで、改善されることが予
想される。 
 この目的のための方法の 1 つとして、Fragment-based drug design (FBDD) が挙げ
られる。FBDD とは、ドラッグデザインの手法の 1 つで、フラグメント分子を利用し
たドラッグデザインである。標的タンパク質のポケットの一部分に結合する小さなフラ
グメントを鋳型となる化合物に付加することで、標的タンパク質のリガンド結合ポケッ
トに結合できると予測される新たな化合物のデザインが可能となる。過去の報告におい
ても、FBDD を用いて目的の異なる様々な作用をもつ化合物のデザインが行われてい
る。N-23 についても、この FBDD を用いて N-23 をもとに ERのリガンド結合ポケッ
トへと側差を伸ばしていくことで、ERに強く結合し効果的に作用する新しい ERリ
ガンドのデザインが可能と考えられる。 
このような方法でデザインされた化合物によって乳癌の腫瘍形成と転移を制御する
利点として、組織特異性が挙げられる。ERの発現は組織特異的であることが知られて
いる。したがって、ERに強く結合して作用すると予想される新たな ERリガンドは
ERが発現する組織において特異的に働くことが期待される。多様な生体内プロセスに
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関与している TGF-シグナルを全身において抑制することで副作用が出る可能性が考
えられるが、先に述べたように組織特異的に作用することでこの副作用は軽減されるこ
とが期待される。したがって、前述したようにさらに研究を進めることで獲得される新
たな ERリガンドは、副作用の少ない有効な乳癌治療薬の一端となることが期待され
る。 
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実験材料及び方法 
 
細胞培養およびトランスフェクション 
ヒト乳癌由来細胞 MCF-7、ヒト乳癌由来細胞 MCF-7-M5、ヒト乳癌由来細胞
MDA-MB-231、10% Fetal bovine serum (FBS)、抗生物質 -抗真菌剤混合溶液 
(penicillin 100 unit/ml, streptomycin 100 μg/ml, amphotericin B 250 ng/ml) を含む
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) を使用し、5% CO₂、37℃の条件下で
培養した。トランスフェクションを行う 24 時間前に、培地を 4%のチャコール処理し
た FBS を含む DMEM (フェノールレッド不含) に交換した。トランスフェクションに
は、293E 細胞には Perfectin (Gene Therapy Systems)、MDA-MB-231 細胞には
Transfast (Promega) の試薬をそれぞれ製造元のプロトコールに従って使用した。また、
RNAi は適切な Stealth RNAi (Invitrogen) を購入し、Lipofectamine RNAi max 
(Invitrogen)を用いて、製造元のプロトコールにしたがって使用した。 
 
発現ベクター 
ER、Smad2/3 および ALK5 TD のプラスミドは目的の ORF 配列を PCR にて増幅
し、FLAG 配列を付加した哺乳類細胞用発現ベクターpcDNA3 (Invitrogen) もしくは
pRetroX-Tight-Pur に組み込むことによって作製された。またレポータープラスミドと
して、ER 応答配列である ERE を 3 つつないだ配列 (3×ERE) あるいは TGF-応答配
列である CAGAを 9 つつないだ配列 (9×CAGA) をルシフェラーゼレポータープラス
ミドである pGL3-Basic (Promega) に組み込んだものを用いた。9×CAGA 配列は以前
に報告されている配列を使用した(26)。 
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ウェスタンブロット法 
 回収した細胞のタンパク質を TNE バッファー (10 mM Tris-HCl (pH 7.8), 1% 
Nonidet P-40 (NP-40), 0.15 M NaCl, 1 mM EDTA) で抽出した。抽出したタンパク質
を SDS-PAGE で分離後、PVDF 膜 (Millipore) にトランスファーし、5% skim milk 
(Morinaga Milk Industry Co., Ltd) / TBS + 0.05% Tween-20 (TBS-T) で 30 分間ブロ
ッキング後、それぞれの一次抗体を適切な希釈倍率で加えて 1 時間反応させた。その後、
西洋ワサビペルオキシダーゼ (HRP) 標識された二次抗体で 1 時間反応させ、TBS-T
で洗浄し、検出した。検出試薬は Chemi- Lumi One (Nacalai Tesque) および
Immobilon Western (Millipore) を製品プロトコールに従って使用した。 
使用した抗体は、anti-FLAG-M2 (Sigma), -actin (Sigma), phospho-Smad2 (Cell 
Signaling), phospho-Smad3 (BIOSOURCE), ER (Santa Cruz) である。これらの抗
体は製品に添付された取り扱い説明書にしたがって最適な濃度に希釈して使用された。 
 
ルシフェラーゼアッセイ 
3×ERE-Luc もしくは 9×CAGA-Luc プラスミドを ALK5TD や ERとともに 293
細胞に共発現させた。また、内部標準として ph-RL-TK プラスミドを全ての細胞に共
発現させた。トランスフェクションしたから 24 時間後に、1%のチャコール処理した
FBS を含む DMEM (フェノールレッド不含) を再度交換し、エストロゲン (10-8 M)、
ICI182,780 (10-6 M)、あるいはタモキシフェン (10-6 M) を各条件に合わせて培地に添
加した。細胞をさらに 24 時間培養した後に回収した細胞抽出液を用いて、Luciferase 
Assay System (Promega) の製品プロトコールに従って転写活性の測定を行った。 
 
Real-time RT-PCR法 
 組織、および細胞をセパゾール (Nacalai Tesque) を加えてホモジナイズし、RNA
22 
 
を抽出した。抽出した RNA 1g に対してランダムプライマーと RevatraAce reverse 
transcriptase (Toyobo) を用いて逆転写を行い、cDNA を合成した。合成した cDNA に
対してそれぞれの遺伝子に特異的なプライマーを作成し、SYBR Premix EX Taq 
(Takara) を用いて定量 PCR を行い、それぞれの遺伝子の mRNA 量を測定した。増幅
された遺伝子は GAPDH を内部標準として使用し、比較に用いた。使用したプライマ
ーの配列は以下に示した。 
GAPDH fw primer: 5'-ATCGTCCACCGCAAATGCTTCTA -3'  
GAPDH rv primer: 5'-AGCCATGCCAATCTCATCTTGTT -3' 
pS2 fw primer: 5'-TGCTGTTTCGACGACACCGTT-3'  
pS2 rv primer: 5'-AGGCAGATCCCTGCAGAAGT -3'  
PAI-1 fw primer: 5'- GCAGGACATCCGGGAGAGA-3'  
PAI-1 rv primer: 5'- CCAATAGCCTTGGCCTGAGA-3' 
 
チャンバーを用いた細胞の遊走能、浸潤能の評価 
 浸潤能の測定には、基底層に 8m 穴を有しており、さらに細胞外基質を模倣するマ
トリゲルが塗布されている Matrigel invasion chamber (BD Biosciences) を使用した。
浸潤能を測定する際には、細胞を播種する前にマトリゲルを含むチャンバーに PBS を
加え、37℃で 30 分間水和させたものを用いた。まず細胞を 4%のチャコール処理した
FBS を含む DMEM (フェノールレッド不含) において 24 時間培養した。その後、マト
リゲルが塗布されているチャンバー上に、各条件のエストロゲン (10-8 M)、SB-505124 
(5×10-6 M)、ICI182,780 (10-6 M)、タモキシフェン (10-6 M)、あるいは N-23 (10-6 M) と
共に細胞を播種し、MDA-MB-231 細胞では 20 時間、MCF-7-M5 細胞では 36 時間培
養した。培養後、チャンバーの内側にいる細胞を綿棒で除去し、PBS で洗浄後、氷冷
したメタノールにチャンバーを浸し、細胞を固定した。固定後、2%クリスタルバイオ
23 
 
レット (Nacalai Tesque) / メタノールを用いて染色した。染色後、PBS で 3 回洗浄後、
室温で乾燥させた。乾燥後に、顕微鏡下にて細胞数を計測し、単位面積あたりの細胞数
を求めた。 
遊走能の評価は、マトリゲルを塗布されていないチャンバーを用いて、同様の手順で
評価した。細胞播種後、MDA-MB-231 細胞では 12 時間、MCF-7-M5 細胞では 24 時
間培養した。その後は浸潤能の評価と同様の手順によって細胞を固定、染色し、乾燥後
に、顕微鏡下にて細胞を計測し、単位面積当たりの細胞数を求めた。 
 
高い遊走能と浸潤能をもつMCF-7細胞、MCF-7-M5細胞の作製 
 10%の FBS を含む DMEM (フェノールレッド含) において親株の MCF-7 細胞を懸
濁し、基底層に 8m 穴を有したチャンバー上に播種した。24 時間培養したのち、穴を
移動して反対側の層に移動している細胞のみを回収し、培養し、再びチャンバー上に播
種した。これを 5 回繰り返すことによって、遊走能と浸潤能の高い MCF-7 細胞、
MCF-7-M5 細胞を作製した。 
 
細胞増殖能の評価 
 4%のチャコール処理した FBS を含む DMEM (フェノールレッド不含) において
MCF-7 細胞を懸濁して 2×104 cells / ml となるように希釈し、12 well culture plate へ
1 ml ずつ播種した。24 時間培養した後、1%のチャコール処理した FBS を含む DMEM 
(フェノールレッド不含) に培地を交換し、同時にエストロゲン (10-8 M)、あるいはN-23 
(10-6 M) を添加した。添加後、1、3、5 日後に細胞を回収して懸濁し、0.2%トリパン
ブルーによって染色し、Countess Automated Cell Counter によって細胞数を測定した。
また、1 日おきに 1%のチャコール処理した FBS を含む DMEM (フェノールレッド不
含) に再び培地を交換し、同時にエストロゲン (10-8 M)、あるいは N-23 (10-6 M) を添加
24 
 
した。 
 
ヌードマウスにおける腫瘍形成の評価 
 BALB/cAjcl-nu/nu 系雌ヌードマウス (CLEA Japan) を 5 週齢で購入し、明期 5:00～
19:00、室温 23.5±2.5℃,相対湿度 52.5±12.5%の動物飼育室で飼育した。高温蒸気滅菌
済みの固形飼料、および滅菌水は自由摂食、摂水させた。床敷と飼料は週に一度交換し
た。移植に用いる MCF-7 細胞を回収し、それぞれ 1 × 108 cells/ml となるよう Matrigel 
(BD Biosciences) で懸濁した。その後、細胞懸濁液 100 μl (1 × 107 細胞) をヌードマ
ウスの両側の側腹部に皮下注射した。N-23を2日おきに頸筋に皮下注射し(45 mg/kg)、
1 週間に 2 回ノギスを用いて腫瘍のサイズを測定した。腫瘍の体積は公式 V=1/2 × 
larger diameter × (smaller diameter)2 を用いた。 
 
ヌードマウスにおける肺転移の評価 
 BALB/cAjcl-nu/nu 系雌ヌードマウス (CLEA Japan) を 5 週齢で購入し、明期 5:00
～19:00、室温 23.5±2.5℃,相対湿度 52.5±12.5%の動物飼育室で飼育した。高温蒸気
滅菌済みの固形飼料、および滅菌水は自由摂食、摂水させた。床敷と飼料は週に一度交
換した。移植に用いるMDA-MB-231細胞を回収し、ヌードマウスの尾静脈に 5 × 106 細
胞ずつ注射した。注射後 42 日後にマウスを安楽死させ、肺を摘出し、顕微鏡下にて転
移を評価した。さらに、肺から RNA を抽出し、human HPRT 遺伝子に特異的なプラ
イマーを用いた Real-time RT-PCR 法によって、肺への転移を定量した。増幅された遺
伝子は 18S ribosomal RNA を内部標準として使用し、比較に用いた。 
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Figure2.ERα安定発現MDA-MB-231細胞株の作製
ヒト乳癌由来細胞株であるMDA-MB-231細胞にERαとG418耐性タンパク質を共
発現するプラスミドを導入した。導入後に培地にG4181000µg/mlを添加し、細
胞を選抜することで、ERαの安定発現株を作製した。コントロール、およびERα安
定発現株のERαのタンパク量を抗ERα抗体を用いたウェスタンブロット法によっ
て比較した。
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1 2ER
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C
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Figure3.乳癌細胞の肺転移にERαの対する影響
A.ERαもしくはERα(mC)を発現するMDA-MB-231細胞をヌー ドマウスの尾静脈に
接種し、接種42日後の肺転移を評価した。(a-d)接種42日後の肺の写真。(e-h)
接種42日後の肺を用いて組織切片を作成し、ヘマトキシリン・エオシン染色 (H&E
染色)を行った。(N:normal,T:tumor)
B.接種42日後の肺を回収し、Real-timeRT-PCR法によってhHPRTのmRNA量を
測定することで、各細胞株の転移能を定量した。エラー バーは＋S.D.を表してい
る。*=p<0.05
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Figure4.ERα/Smad2SE安定発現MDA-MB-231細胞株の作製
MDA-MB-231細胞にERαとSmad2の活性型変異体であるSmad2SE、G418耐性タ
ンパク質を共発現するプラスミドを導入した。導入後に培地にG4181000µg/ml
を添加し、細胞を選抜することで、ERαとSmad2SEの安定発現株を作製した。コン
トロール、およびERα安定発現株、ERα/Smad2SE安定発現株にTGF-β (1ng/ml)
とE2(10-8M)を上記の条件で添加し、3時間後に細胞を回収した。回収後、ERα、
およびSmad2SEのタンパク量を、抗ERα抗体と抗Smad2SE抗体を用いたウェスタ
ンブロット法によって比較した。
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Figure5.ERαとエストロゲンによるTGF-βシグナル抑制に対する
Smad2SEの影響
コントロール、およびERα安定発現株、ERα/Smad2SE安定発現株に9xCAGAレ
ポーター プラスミドを導入し、24時間後に、TGF-β (1ng/ml)とE2(10-8M)を上
記の条件で添加した。さらに12時間後に細胞を回収しルシフェラー ゼアッセイを
行い、TGF-β応答性の転写活性を測定した。エラー バーは＋S.D.を表している。
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Figure6.ERαとエストロゲンによる乳癌細胞の遊走能、浸潤能の抑
制に対するSmad2SEの影響
A.8µm穴を有するチャンバー上に、上記の条件のTGF-β (1ng/ml)、E2(10-8M)
と共に上記の細胞を播種した。培養後、遊走した細胞をクリスタルバイオレットに
よって染色し、細胞数を計測することで、細胞の遊走能を検討した。エラー バー
は＋S.D.を表している。**=p<0.01,n.s.=p>0.05
B.8µm穴を有するチャンバー上でマトリゲル存在下において、上記条件のE2
(10-8M)と共に上記の細胞を播種した。培養後、浸潤した細胞をクリスタルバイ
オレットによって染色し、細胞数を計測することで、細胞の浸潤能を検討した。エ
ラー バーは＋S.D.を表している。**=p<0.01,n.s.=p>0.05
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Figure8.ICIとTAMのSmadとpSmadのタンパク量に対する影響
ヒト腎臓由来の293細胞にSmad2、Smad3とALK5TDおよびERα発現ベクター を導
入し、24時間後に、E2(10-8M)、ICI(10-6M)、TAM(10-6M)を上記の条件で添
加した。さらに24時間後に細胞を回収し、ERαおよびSmad2、Smad3のタンパク
量をウェスタンブロット法によって比較した。
Figure9.ICIとTAMのERαによる転写への影響
293細胞に3×EREレポーター プラスミドをERα発現ベクター と共に導入し、24時
間後に、E2(10-8M)、ICI(10-6M)、TAM(10-6M)を上記の条件で添加した。さら
に24時間後にルシフェラー ゼアッセイを行い、ERα応答性の転写活性を測定した。
エラー バーは＋S.D.を表している。
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Figure10.ICIとTAMのTGF-βシグナルによる転写への影響
293細胞に9×CAGAレポーター プラスミドをALK5TD及びERα発現ベクター と共
に導入し、24時間後に、E2(10-8M)、ICI(10-6M)、TAM(10-6M)を上記の条件
で添加した。さらに24時間後にルシフェラー ゼアッセイを行い、TGF-β応答性の
転写活性を測定した。エラー バーは＋S.D.を表している。
Figure11.ICIとTAMのERα標的遺伝子の発現に対する影響
ヒト乳癌細胞株であるMCF-7細胞に上記の条件のTGF-β(1ng/ml)、E2(10-8M)、
ICI(10-6M)、TAM(10-6M)を添加した。細胞を回収後、Real-timeRT-PCR法を
用いてERα標的遺伝子であるpS2のmRNA量を測定した。エラー バーは＋S.D.を
表している。
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Figure12.ICIとTAMのTGF-βシグナル標的遺伝子の発現に対する影
響
MCF-7細胞に上記の条件のTGF-β(1ng/ml)、E2(10-8M)、ICI(10-6M)、TAM(10
-6M)を添加した。細胞を回収後、Real-timeRT-PCR法を用いてTGF-βシグナル
標的遺伝子であるPAI-1のmRNA量を測定した。エラー バーは＋S.D.を表している。
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Figure13.高い遊走能、浸潤能を有するヒト乳癌細胞MCF-7-M5細胞
におけるTGF-βシグナルの亢進
A.8µm穴を有するチャンバー上に、上記の条件のSB-505124(5×10-6M)と共
にMCF-7細胞もしくはMCF-7-M5細胞を播種した。培養後、遊走した細胞をクリ
スタルバイオレットによって染色し、細胞数を計測することで、細胞の遊走能を検
討した。エラー バーは＋S.D.を表している。**=p<0.01
B.8µm穴を有するチャンバー上でマトリゲル存在下において、上記の条件のSB
-505124(5×10-6M)と共にMCF-7細胞もしくはMCF-7-M5細胞を播種した。培
養後、浸潤した細胞をクリスタルバイオレットによって染色し、細胞数を計測する
ことで、細胞の浸潤能を検討した。エラー バーは＋S.D.を表している。*=p<0.05,
**=p<0.01
Invasive potential
Figure14.ICIとTAMによる乳癌細胞の遊走能、浸潤能への影響
A.8µm穴を有するチャンバー上に、上記の条件のE2(10-8M)、ICI(10-6M)、
TAM(10-6M)と共に細胞を播種した。培養後、遊走した細胞をクリスタルバイオ
レットによって染色し、細胞数を計測することで、細胞の遊走能を検討した。エ
ラー バーは＋S.D.を表している。
B.8µm穴を有するチャンバー上でマトリゲル存在下において、上記の条件のE2
(10-8M)、ICI(10-6M)、TAM(10-6M)と共に細胞を播種した。培養後、浸潤した
細胞をクリスタルバイオレットによって染色し、細胞数を計測することで、細胞の
浸潤能を検討した。エラー バーは＋S.D.を表している。
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Figure16.化合物 N-1の構造
Figure17.N-1のERα標的遺伝子の転写に対する影響
MCF-7細胞に上記の条件のE2(10-8M)、N-1(10-6M)を添加した。細胞を回収
後、Real-timeRT-PCR法を用いてERα標的遺伝子であるpS2のmRNA量を測定
した。エラー バーは＋S.D.を表している。**=p<0.01,n.s.=p>0.05
**
Figure18.N-1のTGF-β標的遺伝子の転写に対する影響
MCF-7細胞に上記の条件のTGF-β (1ng/ml)、E2(10-8M)、N-1(10-6M)を添加
した。細胞を回収後、Real-timeRT-PCR法を用いてTGF-βシグナル標的遺伝子
であるPAI-1のmRNA量を測定した。エラー バーは＋S.D.を表している。**=p<
0.01
******
Figure19.N-1類似化合物の構造
Figure20.N-1類似化合物のERα標的遺伝子の転写に対する影響
MCF-7細胞に上記の条件のE2(10-8M)、N-1(10-6M)、N-20(10-6M)、N-23
(10-6M)、N-26(10-6M)、N-27(10-6M)を添加した。細胞を回収後、Real-time
RT-PCR法を用いてpS2のmRNA量を測定した。エラー バーは＋S.D.を表している。
Figure21.N-1類似化合物のTGF-β標的遺伝子の転写に対する影響
MCF-7細胞に上記の条件のTGF-β (1ng/ml)、E2(10-8M)、N-1(10-6M)、N-20
(10-6M)、N-23(10-6M)、N-26(10-6M)、N-27(10-6M)を添加した。細胞を回収
後、Real-timeRT-PCR法を用いてPAI-1のmRNA量を測定した。エラー バーは＋
S.D.を表している。
Figure22.siRNAによるERαのノックダウンの確認
MCF-7細胞にERαに対するsiRNAをトランスフェクション後細胞を回収し、ウェス
タンブロット法によってERαとβ-actinのタンパク量を確認した。
Figure23.N-23によるTGF-βシグナル抑制に対するERαのノックダウ
ンの影響
MCF-7細胞に上記のsiRNAをトランスフェクション後、TGF-β (1ng/ml)、E2(10-8
M)、N-23(10-6M)を上記の条件で添加した。細胞を回収後、Real-timeRT-PCR
法を用いてPAI-1のmRNA量を測定した。エラー バーは＋S.D.を表している。
Figure24.N-23のSmadとpSmadのタンパク量に対する影響
MCF-7細胞にTGF-β (1ng/ml)、E2(10-8M)、N-23(10-6M)を上記の条件で添
加した。各細胞からタンパク質を抽出し、ウェスタンブロット法によってpSmad2、
pSmad3、Smad2、Smad3、β-actinのタンパク量を定量した。
Figure25.TGF-βによって誘導されるSmad3のPAI-1プロモーター へ
のリクルートに対するN-23の影響
MCF-7細胞を、上記の条件のTGF-β (1ng/ml)、E2(10-8M)、N-23(10-6M)と共
に培養した。その後、細胞を回収し、コントロール抗体（IgG）と抗Smad3抗体を用
いてクロマチン免疫沈降法を行った。免疫沈降物として得られたDNAを、PAI-1プ
ロモーター に特異的なプライマーを用いてReal-timePCR法によって定量した。
エラー バーは＋S.D.を表している。*=p<0.05,**=p<0.01
**** *
Figure26.MCF-7細胞の増殖に対するN-23の影響
MCF-7細胞を播種し、24時間後に上記の条件のE2(10-8M)、N-23(10-6M)を添
加した。リガンドを添加した後、1、3、5日目において細胞を回収し、0.2%トリパン
ブルーによって染色することで生細胞数を測定した。エラー バーは±S.D.を表し
ている。**=p<0.01
**
**
Figure27.マウスモデルにおける腫瘍形成に対するN-23の影響
A,Bヌー ドマウスの両側の側腹部にMCF-7細胞を注射し、2日おきに上記の条
件でN-23(45mg/kg)を投与した。週に2回腫瘍のサイズを計測し、体積を定量
した(A)。63日後、腫瘍を取り出し、重量を測定した(B)。エラー バーは＋S.D.を表
している。*=p<0.05,**=p<0.01
A B
* * **
**
****
********
**
AB
Figure28.乳癌細胞の遊走能、浸潤能に対するN-23の影響
A.8µm穴を有するチャンバー上に、上記の条件のE2(10-8M)とN-23(10-6M)
と共に細胞を播種した。培養後、遊走した細胞をクリスタルバイオレットによって
染色し、細胞数を計測することで、細胞の遊走能を検討した。エラー バーは＋
S.D.を表している。**=p<0.01
B.8µm穴を有するチャンバー上でマトリゲル存在下において、上記の条件のE2
(10-8M)とN-23(10-6M)と共に細胞を播種した。培養後、浸潤した細胞をクリス
タルバイオレットによって染色し、細胞数を計測することで、細胞の浸潤能を検討
した。エラー バーは＋S.D.を表している。**=p<0.01
**
**
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第二章 
 
新規化合物による 
ユビキチンリガーゼ CHIP の発現誘導を介した 
乳癌制御機構の解析 
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要旨 
 
 乳癌における大きな問題の 1 つとして、トリプルネガティブと呼ばれるエストロゲン
受容体（ER）陰性、プロゲステロン受容体（PR）陰性、ヒト上皮増殖因子受容体 2 型
（HER2）陰性の乳癌があげられる。トリプルネガティブ乳癌細胞は悪性度が高い上、
標的となる因子の発現が低いことから、効果的な治療法がないことが問題とされている。 
 当研究室の先行研究において、ユビキチンリガーゼ carboxyl terminus of 
Hsc70-interacting protein (CHIP) はトリプルネガティブ乳癌を含む乳癌の腫瘍形成
と転移を阻害することが報告されている。この研究結果から、トリプルネガティブ乳癌
の効果的な治療には、CHIP の転写を活性化できる化合物が理想的であると考え、スク
リーニングを行った。スクリーニングの結果同定された化合物 YL-109 は、トリプルネ
ガティブ乳癌細胞である MDA-MB-231 細胞において CHIPの mRNA量とタンパク量
を増加させた。また、YL-109 は MDA-MB-231 細胞の増殖と浸潤を in vitro、in vivo
の両方において抑制することを明らかにした。 
 YL-109 の抗腫瘍メカニズムについて解析した結果、YL-109 は芳香族炭化水素受容
体 (AhR) の標的遺伝子の発現を増加させることがわかった。さらに、MDA-MB-231
細胞において、YL-109が AhRの CHIP遺伝子上流へのリクルートを促進することで、
CHIP の転写を活性化することを明らかにした。また、YL-109 による抗腫瘍作用は、
CHIP もしくは AhR のノックダウンによって減弱した。このことから、化合物 YL-109
が AhR シグナルを介して CHIP の発現を誘導することで、MDA-MB-231 細胞の増殖
能や転移能を抑制することが示された。 
 さらに、近年癌治療の標的として注目されている癌幹細胞に対する YL-109 の効果を
検討した結果、YL-109 はスフィア形成能や、幹細胞マーカーの発現といった癌幹細胞
性に対して抑制作用を示した。これらの結果から、YL-109 は CHIP の発現を誘導でき
57 
 
る新規化合物であり、トリプルネガティブの乳癌患者に対する効果的な治療薬開発に繋
がると考えられる。  
58 
 
略語 
 
ER  エストロゲン受容体 
PR  プロゲステロン受容体 
HER2  ヒト上皮増殖因子受容体 2 型 
CHIP   Carboxyl terminus of Hsc70-interacting protein 
AhR  芳香族炭化水素受容体 
YL-109  2-(4-ヒドロキシ-3-メトキシフェニル)-ベンゾチアゾール 
-NF  -naphtoflavone 
TCDD  テトラクロロジベンゾパラダイオキシン 
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序論 
 
 乳癌は女性における癌による死因の世界第 1 位となっている。乳癌における大きな問
題の 1 つとして、トリプルネガティブ乳癌があげられる。トリプルネガティブ乳癌は全
ての乳癌の約 15%を占めており(1)、エストロゲン受容体（ER）陰性、プロゲステロン
受容体（PR）陰性、ヒト上皮増殖因子受容体 2 型（HER2）陰性によって定義される
乳癌である(2)。また、トリプルネガティブ乳癌は他のサブタイプの乳癌と比較して、
急速な腫瘍の増殖や転移の高発生率、遠隔再発率の増加、予後不良によって特徴づけら
れる悪性乳癌である(3)。ER/PR 陽性もしくは HER2 陽性乳癌とは異なり、分子標的が
ないことからトリプルネガティブ乳癌に対する効果的な治療法の選択肢は、一般的な化
学療法に限られている。さらに、トリプルネガティブ乳癌細胞は、化学療法薬に対する
強い耐性を持つ癌幹細胞と似た特性を示すことが報告されている(4, 5)。これらのこと
から、トリプルネガティブ乳癌に対する新たな治療の選択肢と戦略が必要とされている。 
 Carboxyl terminus of Hsc70-interacting protein (CHIP) はトリプルネガティブ乳
癌の治療のターゲットになり得る可能性が示唆されている。CHIP はユビキチンリガー
ゼであり、その基質のユビキチン化と分解を誘導する。CHIP は発癌タンパク質を基質
として持ち、乳癌細胞の腫瘍形成能と転移能を抑制する(6-8)。研究室での先行研究に
おいて、悪性乳癌細胞である MDA-MB-231 細胞と比較して、非悪性乳癌細胞である
MCF-7 細胞において CHIP の発現が非常に高いことを報告している。さらに、CHIP
の発現量はヒトの乳癌腫瘍組織において悪性度と逆相関することが報告されている(9)。
また、CHIP はマウスモデルにおいて腫瘍形成と転移の両方を抑制する。これらのこと
から、CHIP の発現制御がトリプルネガティブ乳癌治療への新たな手段として有望であ
る可能性が示唆された。 
 芳香族炭化水素受容体（AhR）もまた、近年乳癌治療の有望なターゲットとされてい
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る。AhR はヘリックス－ループ－ヘリックス型転写因子であり、ダイオキシンなどの
環境毒素の受容体として最初に同定された(10)。受容体へのリガンドの結合は、ヘテロ
二量体の AhR 複合体の形成を誘導し、その結果複合体が標的遺伝子プロモーター上の
ダイオキシン応答配列へ結合することで転写の活性化を誘導する(11)。いくつかの研究
において、ER 陽性の乳癌を含むいくつかの癌に対して AhR は有望な創薬標的になり
得ることが示されている(12-17)。さらに、AhR リガンドの中には第一相の臨床試験を
終えているものもある。 
 今回私は、トリプルネガティブの乳癌細胞において、CHIP の転写活性化を介して抗
腫瘍効果を発揮する薬剤があれば、トリプルネガティブ乳癌の治療に理想的ではないか
と考えた。そこで、CHIP の転写を活性化する化合物のスクリーニングを行い、2-(4-
ヒドロキシ-3-メトキシフェニル)-ベンゾチアゾール (YL-109) を同定した。さらに、
YL-109 が MDA-MB-231 細胞と MCF-7 細胞において乳癌の進展を抑制することを明
らかにした。YL-109 は MDA-MB-231 細胞の増殖と浸潤を in vitro、in vivo の両方に
おいて抑制した。また、近年癌治療のターゲットとして注目されている癌幹細胞に対す
る YL-109 の効果を検討した結果、YL-109 はスフィア形成能や、幹細胞マーカーの発
現といった癌幹細胞性に対して抑制作用を示した。さらに、YL-109 による抗腫瘍メカ
ニズムについて解析した結果、YL-109 は AhR を CHIP 遺伝子上流へリクルートする
ことによって CHIP の発現を誘導することを明らかにした。これらの結果と同様に、
CHIP もしくは AhR のノックダウンは、乳癌細胞の足場非依存的増殖と浸潤に対する
YL-109 の抑制効果を減弱させた。以上の結果から、これらの発見は YL-109 が AhR 経
路を介して CHIP の発現を誘導する新たな抗腫瘍薬であることを示唆し、トリプルネガ
ティブ乳癌に対する新たな治療戦略の候補となり得ると考えられる。 
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本論文は、下記の公表論文の内容に基づいている。 
 
Hiromi Hiyoshi、Natsuka Goto、Mai Tsuchiya、Keisuke Iida、Yuka Nakajima、
Naoya Hirata、Yasunari Kanda、Kazuo Nagasawa、Junn Yanagisawa、(2014) 
2-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-benzothiazole suppresses tumor progression and 
metastatic potential of breast cancer cells by inducing ubiquitin ligase CHIP、
SCIENTIFIC REPORTS、volume 4、Article number 7095 
 
  
62 
 
結果 
 
YL-109はトリプルネガティブ乳癌細胞において CHIPの発現を誘導する 
 これまで、研究室での先行研究において、CHIP の発現量はヒトの乳癌腫瘍組織にお
いて悪性度と逆相関することが報告されている(9)。また、CHIP は in vitro、in vivo
の両方において腫瘍形成と転移の両方を抑制する。これらのことから、CHIP の発現を
制御する化合物があれば、トリプルネガティブ乳癌に対する有望な治療となり得るので
はないかと考え、目的の活性を有する化合物のスクリーニングを行った。CHIP のプロ
モーター領域を用いたルシフェラーゼアッセイによって目的化合物のスクリーニング
を行った結果、ヒット化合物として YL-109 が得られた (Figure 29)。Real-time 
RT-PCR 法とウェスタンブロット法を用いて、CHIP の発現に対する YL-109 の作用を
確認した結果、トリプルネガティブ乳癌細胞である MDA-MB-231 細胞において
YL-109 は CHIP の mRNA 量とタンパク量を増加させた (Figure 30A、B)。 
 
YL-109はトリプルネガティブ乳癌細胞の増殖、遊走、浸潤を抑制する 
 次に、MDA-MB-231 細胞を用いて、細胞増殖に対する YL-109 の作用の検討を行っ
た。その結果、YL-109はMDA-MB-231細胞の増殖を濃度依存的に抑制した（IC50 = 4.02 
μM) (Figure 31A、B)。この YL-109 の抗増殖効果は、別のトリプルネガティブ乳癌細
胞である BT-20 細胞においても同様に見られた (Figure 31B)。次に、YL-109 が
poly-HEMAアッセイにおける足場非依存的増殖や軟寒天培地におけるコロニー形成を
抑制するかについて検討した (Figure 32A、B)。Poly-HEMA コートによる短期間の足
場非依存的増殖実験条件下では、YL-109 は MDA-MB-231 細胞の細胞生存に対して抑
制効果を示さなかった(Figure 32A)。これに対して、軟寒天培地を用いた長期間の足場
非依存的増殖実験条件下では、YL-109 は MDA-MB-231 細胞のコロニー数を減少させ
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た (Figure 32B)。さらに、MDA-MB-231 細胞の転移能や浸潤能に対する YL-109 の作
用について検討するため、遊走能と浸潤能の評価を行った。その結果、YL-109 は遊走
能を顕著に抑制した (Figure 33A)。また、浸潤能に対しても同様に、MDA-MB-231 細
胞と BT-20 細胞の両方において抑制作用を示した (Figure 33B、C)。これらの結果か
ら、YL-109 はトリプルネガティブ乳癌細胞の増殖と浸潤能を抑制することが示された。 
 
YL-109はトリプルネガティブ乳癌細胞の腫瘍形成と転移を in vivoにおいて抑制する 
 次に私は、マウスモデルを用いて、YL-109 の in vivo での効果について検討した。
免疫不全マウスを用いて異種移植アッセイを行った結果、MDA-MB-231 細胞を移植し
たマウスにおいて、コントロールでは腫瘍が増大したのに対し、YL-109 を処理したマ
ウスでは腫瘍増殖が減弱された (Figure 34)。続いて、YL-109 の転移に対する効果を
調べるために、免疫不全マウスの尾静脈に MDA-MB-231 細胞を注射し 42 日後の肺を
摘出し、ヘマトキシリン・エオシン (H&E) 染色とヒトサイトケラチンに対する抗体を
用いた免疫組織染色によって転移を評価した。その結果、MDA-MB-231 細胞を注射し
たマウスの肺において、転移性腫瘍が認められた (Figure 35A)。コントロールと比較
して、YL-109 は著しく肺転移を減少させた (Figure 35A)。また、ヒト HPRT に対す
るプライマーを用いた Real-time RT-PCR 法によって乳癌細胞の肺への転移を定量し、
これらの効果を確認した (Figure 35B)。これらの結果から、YL-109 は in vivo におい
てもトリプルネガティブ乳癌細胞の腫瘍増殖、進行を抑制することが示唆された。 
 
YL-109は CHIPの発現誘導によって乳癌の進行を阻害する 
 これまでの結果から、YL-109がMDA-MB-231細胞においてCHIPの発現を誘導し、
また乳癌の腫瘍形成と転移を抑制することが示された。そこで次に、YL-109 の抗腫瘍
効果が CHIP を介しているのか調べるために、CHIP に対する siRNA を用いて、
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MDA-MB-231細胞のコロニー形成能と浸潤能に対するCHIPのノックダウンの影響を
評価した (Figure 36-38)。その結果、YL-109 による細胞増殖と浸潤能の抑制は CHIP
のノックダウンによって減弱した (Figure 37、38)。これらの結果から、YL-109は CHIP
の発現を誘導することによって乳癌の進行を抑制することが示唆された。 
 
YL-109は AhR シグナルを活性化し、CHIPの発現を誘導する 
 次に YL-109 による CHIP の発現誘導メカニズムについて解析するために、
MDA-MB-231 細胞を用いて DNA マイクロアレイを行い、YL-109 によって発現が変動
する遺伝子を解析した。その結果、YL-109 によって発現が変化する遺伝子は AhR の
標的遺伝子であることが明らかとなった。DNA マイクロアレイによって同定された遺
伝子の 1 つである Cyp1a1 の発現について、Real-time RT-PCR 法を用いて確認した結
果、YL-109 は MDA-MB-231 細胞において Cyp1a1 の発現を誘導した (Figure 39)。 
 そこで、YL-109 による CHIP の発現誘導のメカニズムにおける AhR の関与を明ら
かにするために、AhR をノックダウンし、YL-109 による CHIP の発現増加に対する影
響を検討した (Figure 40、41)。その結果、YL-109 による CHIP の発現増加は AhR の
ノックダウンによって減少した (Figure 41)。次に CHIP 遺伝子のプロモーター上に
AhR 応答配列のコア配列が存在していることから、AhR のリクルートについて解析し
た。クロマチン免疫沈降法を行った結果、CHIP プロモーターへの AhR のリクルート
は、YL-109 によって増強されることが明らかとなった (Figure 42)。これらの結果か
ら、YL-109はCHIP遺伝子のプロモーターへのAhRのリクルート促進を介して、CHIP
の発現を誘導することが示唆された。 
 
YL-109の抗腫瘍作用は AhRシグナルを介している 
 YL-109によるMDA-MB-231細胞のコロニー形成能と浸潤能の抑制に対するAhRの
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関与について検討するため AhR をノックダウンした結果、YL-109 によるコロニー形
成と浸潤能の抑制は AhR のノックダウンによって阻害された (Figure 43、44）。これ
らの結果から、YL-109によるトリプルネガティブ乳癌細胞における抗腫瘍作用は、AhR
シグナルを介していることが明らかとなった。 
 
YL-109は ER陽性乳癌細胞の増殖も in vitro、in vivoにおいて抑制する 
 これまでの結果から、YL-109 がトリプルネガティブ乳癌細胞である MDA-MB-231
細胞において、AhR シグナルを介して CHIP の発現を誘導し、抗腫瘍効果を示すこと
が明らかとなった。また、近年 2-(4-アミノ-3-メチルフェニル) ベンゾチアゾール体化
合物が ER 陽性乳癌細胞において抗腫瘍効果を発揮し、この効果は AhR を介している
ことが報告された(18-20)。今回同定した YL-109 は、それらと類似した構造を持つ。
このことから、YL-109 が ER 陽性乳癌細胞においても抗腫瘍作用を有するのではない
かと考えた。 
 そこで、ER 陽性乳癌細胞である MCF-7 細胞を用いて、細胞増殖に対する YL-109
の作用の検討を行った。その結果、YL-109 は MCF-7 細胞の増殖を濃度依存的に強く
抑制した（MCF-7 : IC50 = 85.8 nM) (Figure 45A、B)。次に、YL-109 が MCF-7 細胞
における足場非依存的増殖を抑制するかについて、poly-HEMA アッセイを用いて検討
した。その結果、poly-HEMA コートによる短期間の足場非依存的増殖実験条件下にお
いて、YL-109 は MCF-7 細胞の細胞生存を抑制した (Figure 46)。 
 さらに、マウスモデルを用いて、YL-109 の in vivo での効果について検討した。免
疫不全マウスを用いて異種移植アッセイを行った結果、MCF-7 細胞を移植したマウス
において、コントロールでは腫瘍が増大したのに対し、YL-109 を処理したマウスでは
腫瘍増殖が阻害された (Figure 47)。これらの結果から、YL-109 は ER 陽性乳癌細胞
に対しても in vitro、in vivo の両方において抗腫瘍効果を発揮することが示された。 
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YL-109の ER陽性乳癌細胞に対する抗増殖作用は AhRシグナルを介している 
 YL-109 による MCF-7 細胞の増殖抑制が、これまで報告されている他のベンゾチア
ゾール体同様に AhR シグナルを介しているか調べるため、まず Real-time RT-PCR 法
を用いてAhRの標的遺伝子であるCyp1a1の発現に対するYL-109の作用を検討した。
その結果、YL-109 は MCF-7 細胞において Cyp1a1 の発現を誘導した (Figure 48)。さ
らに、AhR のアンタゴニストである-naphtoflavone (-NF) と AhRに対する siRNA
を用いて、MTT アッセイを行った (Figure 49A、B)。その結果、-NF 処理または AhR
のノックダウンによって、MCF-7 細胞における YL-109 の細胞増殖抑制作用はみられ
なくなった (Figure 49A、B)。これらの結果から、YL-109 による抗増殖作用は AhR
シグナルを介していることが明らかとなった。 
 
YL-109は乳癌細胞において癌幹細胞の特性を抑制する 
 近年、当研究室の研究によって、乳癌細胞において CHIP が癌幹細胞の特性を抑制す
ることが明らかになっている(21)。このことから、次に乳癌の癌幹細胞に対する YL-109
の効果を評価した。癌幹細胞の特性の 1 つとして、スフィア形成がある (22)。
MDA-MB-231 細胞を用いてマンモスフィア形成に対する YL-109 の作用を評価した結
果、YL-109 によってマンモスフィア形成は著しく抑制された  (Figure 50）。
MDA-MB-231 細胞における癌幹細胞への YL-109 の作用を確認するために、フローサ
イトメトリーを用いて癌幹細胞マーカーである ALDH について検討した。マンモスフ
ィア形成への作用と同様に、YL-109 は ALDH 陽性の細胞集団を減少させた（Figure 
51）。さらに、YL-109 は MDA-MB-231 細胞由来のマンモスフィアにおける Klf-4、ま
た Notch シグナルの標的遺伝子である Hes1 の発現を顕著に抑制した（Figure 52）。以
上の結果から、YL-109 は乳癌において癌幹細胞の特性を抑制することが示唆された。  
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考察 
 
 当研究室の先行研究において、CHIP が発癌経路の阻害により乳癌の進行を抑制する
ことが報告されている(9)。マウスにおける乳癌の腫瘍形成と転移は、CHIP の発現に
よって顕著に抑制される一方、CHIP のノックダウンによって促進される。今回の研究
において私は、CHIP の発現を誘導する化合物のスクリーニングを行い、化合物 YL-109
を同定した。また、YL-109 がトリプルネガティブ乳癌細胞において、CHIP の発現誘
導を介して抗腫瘍活性を示すことを明らかにした。 
 YL-109 は、2-(4-アミノフェニル)-ベンゾチアゾール体と類似した構造を持つ。これ
までいくつかの研究により、2-(4-アミノフェニル)-ベンゾチアゾール体が、ER 陽性乳
癌細胞であるMCF-7細胞において抗増殖活性を有することが報告されている(18-20)。
また、ER 陽性乳癌細胞における 2-(4-アミノフェニル)-ベンゾチアゾール体の抗増殖作
用は、AhR シグナルを介していることが明らかとなっている。 
 AhR は、ER の発現に関係なく乳癌細胞で発現がみられる(23, 24)。しかしながら、
トリプルネガティブ乳癌細胞においてはベンゾチアゾール体やSAhRMsはAhRシグナ
ルを活性化せず、これらに対する応答性が乏しい(18)。ベンゾチアゾール体の抗腫瘍効
果についてのこれまでの報告と一致して、YL-109 は ER 陽性乳癌細胞において AhR の
活性化を介して細胞増殖を抑制した。さらに、これまでの報告と異なり、YL-109 は
MDA-MB-231 細胞においても AhR を活性化することができ、これにより抗腫瘍効果
を発揮した。これらの結果は、YL-109 が AhR シグナルの活性化によってトリプルネ
ガティブ乳癌の進行を抑制することを示唆している。 
 今回の研究によって、YL-109 による AhR シグナルの活性化が CHIP の発現誘導を
引き起こすことを明らかにした。さらに、私は CHIP のプロモーター領域に着目し、
AhR 応答配列のコア配列である 5’-GCGTG-3’が複数存在することを見出した。また、
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YL-109 は CHIP 遺伝子の上流に AhR をリクルートすることによって、CHIP の発現
を誘導することを明らかにした。以上をまとめると、YL-109 は AhR シグナルを介し
て CHIP の発現を誘導することで、乳癌の進行を抑制することがわかった。 
 MDA-MB-231 細胞を用いた実験において、YL-109 はマウスモデルにおける腫瘍形
成や軟寒天培地における足場非依存的増殖を抑制するのに対し、poly-HEMA アッセイ
においては抑制効果がみられなかった。In vitro の細胞増殖の評価系では、poly-HEMA
でコーティングしたプレート上で 24 時間、もしくは軟寒天培地上で 3 週間、細胞を培
養した。短期間での細胞増殖評価である poly-HEMA アッセイでは、YL-109 による細
胞増殖抑制がみられなかった。これはおそらく、YL-109 による細胞増殖抑制は CHIP
量の増加を必要とするためだと考えられる。これと一致して、長期間の増殖評価である
軟寒天培地上でのコロニー形成の評価やマウスモデルにおける腫瘍形成の評価では、
YL-109 は MDA-MB-231 細胞の増殖を阻害した。さらに、この YL-109 による増殖抑
制作用は、CHIP もしくは AhR のノックダウンによって阻害された。これらのことか
ら、MDA-MB-231 細胞における YL-109 の増殖抑制効果は、AhR 経路を介した CHIP
の発現誘導を必要とする長期間での効果であることが示唆された。 
 MCF-7 細胞において CHIP の発現量は著しく高い。また、MCF-7 細胞を用いた短期
間の増殖評価実験において YL-109 は増殖を抑制した。これらの結果から、ER 陽性乳
癌細胞における YL-109 の増殖抑制作用には、CHIP は関与していないことが考えられ
る。 
 以前の研究において、ER シグナルの抑制がリガンドによって活性化された AhR と
のクロストークの結果起こり得ると報告されている。AhR リガンドはヒト乳癌細胞に
おいてエストロゲンによって誘導される応答を強く抑制する(25)。また、テトラクロロ
ジベンゾパラダイオキシン (TCDD）を ER 陽性乳癌細胞に処理すると、内在性の ER
のプロテアソーム依存性分解が誘導されることが報告されている(26)。今回の研究では、
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YL-109 が AhR シグナルを介して MCF-7 細胞の増殖を阻害することを示した。これら
の結果は、YL-109 が ER 陽性乳癌細胞において、AhR の活性化によって ERの分解
を誘導している可能性を示唆する。以上をまとめると、今回の研究結果は YL-109 が
ER 陽性乳癌細胞とトリプルネガティブ乳癌細胞の両方において、AhR シグナルを介し
て細胞増殖を抑制することを見出した。トリプルネガティブ乳癌細胞においては、
YL-109 は AhR の活性化によって CHIP の発現量を増加させる。一方、ER 陽性乳癌細
胞においては、YL-109はAhRの活性化によってERの分解を促進すると考えられる。 
 ERネガティブ乳癌を含むトリプルネガティブ乳癌の患者に対する効果的な治療の選
択肢は、未だ確立されていない。この研究では、YL-109 がトリプルネガティブ乳癌細
胞において抗腫瘍活性を有することを示した。したがって、YL-109 は有望なトリプル
ネガティブ乳癌の治療法となり得ると考えられる。また、ER 陽性乳癌を含むホルモン
依存性乳癌において、タモキシフェンなどの抗エストロゲン剤に対する耐性が臨床上の
大きな問題となっている。今回の研究では、YL-109 が ER 陽性乳癌細胞において、抗
エストロゲン剤とは異なるメカニズムで腫瘍形成を抑制することを示唆している。した
がって、YL-109 はタモキシフェン耐性の乳癌においても抗腫瘍作用を示す可能性が予
想される。以上のことから、YL-109 はいくつかのサブタイプの乳癌に対する治療法に
なり得るのではないかと考えられる。 
 薬剤耐性は乳癌治療における深刻な問題であり、癌幹細胞が化学療法薬や放射線治療
に対する耐性に寄与していると報告されている(27)。乳癌幹細胞はマンモスフィアを形
成し、幹細胞マーカーを発現することが知られている。YL-109 は MDA-MB-231 細胞
において、マンモスフィア形成を著しく抑制し、ALDH 陽性細胞集団を減少させた。
さらに、YL-109 は MDA-MB-231 細胞由来のマンモスフィアにおいて、Klf-4 と Hes1
の発現を顕著に減少させた。KLF-4 は乳癌幹細胞の維持に必要不可欠であり(28)、Hes1
は乳癌幹細胞の自己複製に重要とされる Notch シグナルのターゲットである(29, 30)。
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今回の研究において、YL-109 が乳癌幹細胞の特性を抑制するという結果が得られたこ
とから、YL-109 は薬剤耐性を示す乳癌患者に対しても効果的であると示唆される。 
 今回の研究によって私は、YL-109 がトリプルネガティブ乳癌細胞において CHIP の
発現を誘導することで癌の進行を抑制し、癌幹細胞の特性を阻害する新規抗腫瘍剤であ
ることを見出した。さらに、YL-109 による CHIP の発現誘導は AhR シグナルを介し
ていることも示した。以上のことから、今回の研究結果は、トリプルネガティブ乳癌を
含む乳癌に対する新たな治療戦略の発展に繋がると考えられる。 
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実験材料及び方法 
 
細胞培養 
 ヒト乳癌由来細胞 MCF-7、ヒト乳癌由来細胞 MDA-MB-231、ヒト乳癌由来細胞
BT-20 は、10% Fetal bovine serum (FBS)、抗生物質-抗真菌剤混合溶液 (penicillin 100 
unit/ml, streptomycin 100 μg/ml, amphotericin B 250 ng/ml) を含む Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium (DMEM) もしくは RPMI1640 を使用し、5% CO₂、37℃の
条件下で培養した。実験を行う際には、4%のチャコール処理した FBS を含む DMEM 
(フェノールレッド不含）を使用して細胞を播種し、24 時間後に 1%のチャコール処理
した FBS を含む DMEM (フェノールレッド不含）に各条件のリガンドを加え、培地を
交換した。 
 
Stealth RNAiによるノックダウン 
 MCF-7 細胞または MDA-MB-231 細胞を 30-50％コンフルエントになるように培養
し、Lipofectamine RNAi MAX (Invitrogen) を用いて製品プロトコールに従って
siRNA をトランスフェクションした。siRNAは全て Invitrogen 社から購入された。コ
ントロールとしてStealthTM RNAi reporter control (Invitrogen) を用い、CHIPとAhR
のノックダウンには、以下の Stealth RNAi の配列を用いた。 
CHIP, 5’-CCAGCGCUCUUCGAAUCGCGAAGAA-3’; 
AhR, 5´-GAGAAUUCUUAUUACAGGCUCUGAA-3’. 
 
MTTアッセイ 
 4%のチャコール処理したFBSを含むDMEM (フェノールレッド不含) を用いて細胞
を播種し、YL-109 (10-6 M) を添加し 96 時間培養した。増殖の評価は、MTT Cell Count 
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Kit (Nakarai tesque) を用い、吸光度測定により測定した。 
 
Poly-HEMAアッセイ 
 1 gの poly-(2-hydroxyethyl methacrylate) (poly-HEMA) (Sigma-Aldrich) を 25 mL
の 99.5%エタノールに溶解し、37°C で一晩混合した。Poly-HEMA 溶液を 12 ウェルプ
レートに加え、数時間置き乾燥させた。乾燥後、プレートを PBS で洗浄した。
Poly-HEMA でコーティングした 12 ウェルプレートに MCF-7 細胞または
MDA-MB-231 細胞を播種し、24 時間培養した。その後、0.2%トリパンブルーを用い
て細胞を染色し、Countess Automated Cell Counter (Invitrogen) を用いて生細胞数を
測定した。 
 
軟寒天コロニー形成アッセイ 
 6 ウェルプレートにそれぞれ 0.6%の寒天を含む DMEM 1 mL を加え凝固させた後、
さらに上から 0.35%の寒天を含むDMEMで懸濁した 2 × 105細胞を播種した。37 °C で
3 週間培養後、顕微鏡下にてコロニー数を測定した。 
 
チャンバーを用いた細胞の遊走能、浸潤能の評価 
 浸潤能の測定には、Matrigel invasion chamber (24-well format, 8 μm pore size; BD 
Biosciences) を使用した。浸潤能を測定する際には、細胞を播種する前にマトリゲルを
含むチャンバーに PBS を加え、37℃で 30 分間水和させたものを用いた。まず、1%の
チャコール処理した FBS を含む DMEM (フェノールレッド不含) に YL-109 (10-6 M) 
を添加し、細胞を 48 時間培養した。その後、1 × 105 細胞 (MDA-MB-231) もしくは
0.5× 105 細胞 (BT-20) を含む懸濁液 0.5 mL をマトリゲルが塗布されているチャンバ
ー上に YL-109 (10-6 M) と共に播種した。下部のチャンバーには、0.75 mL の 4%のチ
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ャコール処理した FBS を含んだ DMEM (フェノールレッド不含) を YL-109 (10-6 M) 
と共に加えた。チャンバー上で 37°C において 24 時間培養後、チャンバーの内側にい
る細胞を綿棒で除去し、PBS で洗浄後、氷冷したメタノールにチャンバーを浸し、浸
潤した細胞を固定した。固定後、2%クリスタルバイオレット (Nacalai Tesque) / メタ
ノールを用いて染色した。染色後、PBS で 3 回洗浄後、室温で乾燥させた。乾燥後に、
顕微鏡下にて細胞数を計測し、単位面積あたりの細胞数を求めた。 
 遊走能の評価は、マトリゲルを塗布されていないチャンバーを用いて、同様の手順で
評価した。細胞播種後、12 時間培養した。その後は浸潤能の評価と同様の手順によっ
て細胞を固定、染色し、乾燥後に、顕微鏡下にて細胞を計測し、単位面積当たりの細胞
数を求めた。 
 
ヌードマウスにおける腫瘍形成の評価 
 BALB/cAjcl-nu/nu 系雌ヌードマウス (CLEA Japan) を 5 週齢で購入し、明期 5:00～
19:00、室温 23.5±2.5℃,相対湿度 52.5±12.5%の動物飼育室で飼育した。高温蒸気滅菌
済みの固形飼料、および滅菌水は自由摂食、摂水させた。床敷と飼料は週に一度交換し
た。移植に用いる MCF-7 細胞もしくは MDA-MB-231 細胞を回収し、それぞれ 1 × 108 
cells/ml (MCF-7) または 1 × 107 cells/ml (MDA-MB-231) となるよう Matrigel (BD 
Biosciences) で懸濁した。その後、細胞懸濁液 100 μl (MCF-7 : 1 × 107 細胞、
MDA-MB-231 : 1 × 106 細胞) をヌードマウスの両側の側腹部に皮下注射した。YL-109
を 2 日おきに頸筋に皮下注射し(15 mg/kg)、1 週間に 2 度ノギスを用いて腫瘍のサイズ
を測定した。腫瘍の体積は公式 V=1/2 × larger diameter × (smaller diameter)2 を用い
た。 
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ヌードマウスにおける肺転移の評価 
 BALB/cAjcl-nu/nu 系雌ヌードマウス (CLEA Japan) を 5 週齢で購入し、明期 5:00
～19:00、室温 23.5±2.5℃,相対湿度 52.5±12.5%の動物飼育室で飼育した。高温蒸気
滅菌済みの固形飼料、および滅菌水は自由摂食、摂水させた。床敷と飼料は週に一度交
換した。MDA-MB-231 細胞を、ヌードマウスの尾静脈に 5 × 106 細胞ずつ注射した。
注射後 42 日後にマウスを安楽死させ、肺を摘出し、ヘマトキシリン・エオシン(H&E) 染
色とヒト Cytokeratin に対する免疫組織化学検査を用いて転移を評価した。さらに、肺
から RNA を抽出し、ヒト HPRT 遺伝子に特異的なプライマーを用いた Real-time 
RT-PCR 法によって、肺への転移を定量した。マウス-actin によって補正に使用した。 
 
免疫組織染色 
 免疫組織化学染色は、ジェノスタッフ株式会社に受託した。組織を固定、脱水し、5 μm
の厚さに切ったパラフィンによって封入した。抗原賦活化のために、EDTA バッファ
ー [10 mM Tris-HCl, 1 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)] (pH 9.0) と共
に切片を 95°C において 20 分間培養後、0.3%過酸化水素で処理した。ブロッキング後、
切片を抗サイトケラチン抗体 (anti-human-cytokeratin clone MNF-116 (Abcam)) と
共に 4°C において一晩培養した。免疫染色は EnVisionTM system (Dako) を用いて行っ
た。H&E 染色は標準プロトコールに従って行った。 
 
Real-time RT-PCR法 
 組織、および細胞から、セパゾール (Nacalai Tesque) もしくは FastPure RNA kit 
(TaKaRa)を用いて、製品プロトコールに従い total RNA を抽出した。抽出した RNA 1 
μgに対して oligo dTプライマーとRevaTraAce reverse transcriptase (Toyobo) を用い
て逆転写を行い、cDNA を合成した。合成した cDNA に対してそれぞれの遺伝子に特
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異的なプライマーを作成し、SYBR Premix EX Taq (Takara)を用いて定量PCRを行い、
それぞれの遺伝子の mRNA 量を測定した。また反応には Thermal Cycle DiceTM 
TP800 (TaKaRa) を用いた。使用したプライマーの配列は以下に示した。 
CHIP fw: 5'-GCAGCGTGTGGGTCATTTT-3' 
CHIP rv: 5'-TAGTCCTCCACCCAGCCATT-3' 
Cyp1a1 fw: 5'-TGGATGAGAACGCCAATGTC-3' 
Cyp1a1 rv: 5'-TGGGTTGACCCATAGCTTCT-3' 
Hes1 fw: 5’-AGCGGGCGCAGATGAC-3’ 
Hes1 rv: 5’-CGTTCATGCACTCGCTGAA-3’ 
Klf-4 fw: 5'-GGGAGAAGACACTGCGTCA-3' 
Klf-4 rv: 5'-GGAAGCACTGGGGGAAGT-3' 
HPRT fw: 5'-TTCCTTGGTCAGGCAGTATAATCC-3' 
HPRT rv: 5'-AGTCTGGCTTATATCCAACACTTCG-3' 
GAPDH fw: 5'-ATCGTCCACCGCAAATGCTTCTA-3' 
GAPDH rv: 5'-AGCCATGCCAATCTCATCTTGTT-3' 
m-actin fw: 5’-CCCCATTGAACATGGCATTG-3’ 
m-actin rv: 5’-ACGACCAGAGGCATACAGG-3’ 
 
ウェスタンブロット法 
 回収した細胞のタンパク質を TNE バッファー (10 mM Tris-HCl (pH 7.8), 1% 
Nonidet P-40 (NP-40), 0.15 M NaCl, 1 mM EDTA) で抽出した。抽出したタンパク質
を SDS-PAGE で分離後、PVDF 膜 (Millipore) にトランスファーし、5% skim milk 
(Morinaga Milk Industry Co., Ltd) / TBS + 0.05% Tween-20 (TBS-T) で 30 分間ブロ
ッキング後、それぞれの一次抗体を適切な希釈倍率で加えて 1 時間反応させた。その後、
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西洋ワサビペルオキシダーゼ (HRP) 標識された二次抗体で 1 時間反応させ、TBS-T
で洗浄し、検出した。検出試薬は Chemi- Lumi One (Nacalai Tesque) および
Immobilon Western (Millipore) を製品プロトコールに従って使用した。 
 使用した抗体は、抗 CHIP 抗体 (1:500; Green Space Biomed, Japan)、抗 AhR 抗体 
(1:500; Santa Cruz)、抗-actin 抗体 (1:5000; Sigma)である。これらの抗体は製品に
添付された取り扱い説明書にしたがって最適な濃度に希釈して使用された。 
 
クロマチン免疫沈降法 
 クロマチン免疫沈降法は以前に記述された通りに行った(31)。精製された DNA を
Real-Time PCR を用いた。インプット DNA 量に基づいて補正を行った。また、使用
したプライマーの配列は以下に示した。 
CHIP fw: 5’-TCACATGCTTCTCTGCTCTG-3’ 
CHIP rv: 5’-GACTGTTGGTAGAGTGGAAG-3’ 
 
マンモスフィア形成の評価 
 6 ウェルの超低接着プレート（Corning Costar）に、MDA-MB-231 細胞を 1 ウェル
あたり 5 × 103細胞播種し、growth additives (CellnTEC Advanced cell systems)(22)
を加えた血清を含まない CnT-27 培地と共に培養した。7 日間後、スフィアの数を測定
した。 
 
ALDH酵素活性測定 
 測定には、ALDEFLUOR kit (Stem Cell Technologies, Durham, NC, USA) を用い
た(32)。MDA-MB-231 細胞に 4 日間 YL-109 (10-6 M) を処理した。その後、ALDH 基
質 (BAAA, 1 μM) を含むALDHバッファーを使用し、37°Cで 30分間細胞を培養した。
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ネガティブコントロールとして、特異的な ALDH 阻害剤であるジエチルアミノベンズ
アルデヒド (DEAB, 15 μM) 存在下で同一条件において染色した。ALDH 陽性細胞集団
を測定するために、FACS Aria II cell sorter (BD Biosciences) を使用した。 
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Figure29.2-(4-ヒドロキシ-3-メトキシフェニル)-ベンゾチアゾール
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（YL-109）
BA
Figure30.CHIP発現量に対するYL-109の影響
A.MDA-MB-231細胞にYL-109(10-6M)を添加し、24時間後に細胞を回収した。
Real-timeRT-PCR法を用いてCHIPのmRNA量を測定した。エラー バーは＋S.D.
を表している。**=p<0.01
B.MDA-MB-231細胞にYL-109(10-6M)を添加し、48時間後に細胞を回収した。
ウェスタンブロット法を用いてCHIPとβ-Actinのタンパク量を定量した。
A B
Figure31.MDA-MB-231細胞の足場依存的増殖に対するYL-109の
影響
A.MDA-MB-231細胞を播種後、上記の条件のYL-109を添加した。96時間後、
MTTアッセイによって細胞増殖を評価した。（IC50=4.02µM）
B.MDA-MB-231細胞またはBT-20細胞を播種後、YL-109(10-6M)を含む培地
において96時間培養し、MTTアッセイによって細胞増殖を評価した。エラー バー
は＋S.D.を表している。**=p<0.01
A B
Figure32.MDA-MB-231細胞の足場非依存的増殖に対するYL-109
の影響
A.Poly-HEMAコー トしたプレートにYL-109(10-6M)と共にMDA-MB-231細胞を
播種した。24時間後、0.2%トリパンブルーを用いて細胞を染色し、生細胞数を測
定した。エラー バーは＋S.D.を表している。n.s.=p>0.05
B.軟寒天培地上にYL-109(10-6M)と共にMDA-MB-231細胞を播種した。3週
間培養後、顕微鏡下にて直径100µm以上のコロニー数を測定した。エラー バー
は＋S.D.を表している。*=p<0.05
AB C
Figure33.トリプルネガティブ乳癌細胞の遊走能、浸潤能に対するYL
-109の影響
A.8µm穴を有するチャンバー上に、YL-109(10-6M)と共にMDA-MB-231細胞
を播種した。培養後、遊走した細胞をクリスタルバイオレットによって染色し、細
胞数を計測することで、細胞の遊走能を検討した。エラー バーは＋S.D.を表して
いる。**=p<0.01
B、C.8µm穴を有するチャンバー上にマトリゲル存在下において、YL-109(10-6
M)と共にMDA-MB-231細胞 (B)またはBT-20細胞 (C)を播種した。培養後、浸
潤した細胞をクリスタルバイオレットによって染色し、細胞数を計測することで、
細胞の浸潤能を検討した。エラー バーは＋S.D.を表している。**=p<0.01
Figure34.MDA-MB-231細胞を用いたinvivoにおける腫瘍形成に対
するYL-109の影響
ヌー ドマウスの両側の側腹部にMDA-MB-231細胞を注射し、2日おきにYL-109
(15mg/kg)を投与した。週に2回腫瘍のサイズを計測し、体積を定量した。エラー
バーは＋S.D.を表している。**=p<0.01
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FIgure 35. Effects of YL-109 on tumor metastasis in vivo.
A and B. MDA-MB-231 cells were injected into the tail veins of nude mice.
Forty-two days after the injections, lungs were collected. Representative
images of sections from lungs are shown (A). Left panels show the images
of H&E staining (50x). Immunohistochemistry for human cytokeratins is
shown in middle (50x) and right (200x) panels. Asterisks indicate
metastatic tumor growth. The lung metastasis was quantified by real-time
RT-PCR (B). Specific primers for human HPRT were used. ** indicates
p<0.01.
BA
Figure35.invivoにおける転移に対するYL-109の影響
A、B.MDA-MB-231細胞をヌー ドマウスの尾静脈に接種し、接種42日後の肺転
移を評価した。接種42日後の肺を用いて組織切片を作成し、ヘマトキシリン・エ
オシン染色 (H&E染色)と、抗ヒトサイトケラチン抗体を用いた免疫組織染色を
行った(:tumor)(A)。接種42日後の肺を用いて、Real-timeRT-PCR法によっ
てヒトHPRTのmRNA量を測定することで、転移能を定量した(B)。エラー バーは
＋S.D.を表している。**=p<0.01
*: tumor
*
Figure36.siRNAによるCHIPのノックダウンの確認
MDA-MB-231細胞にCHIPに対するsiRNAをトランスフェクション後細胞を回収し、
ウェスタンブロット法によってCHIPとβ-actinのタンパク量を確認した。
Figure37.MDA-MB-231細胞におけるYL-109の足場非依存的増殖
抑制効果に対するCHIPの関与
MDA-MB-231細胞においてsiRNAを用いてCHIPをノックダウン後、軟寒天培地
上にYL-109(10-6M)と共に細胞を播種した。3週間培養後、顕微鏡下にて直径
50µm以上のコロニー数を測定した。エラー バーは＋S.D.を表している。*=p<
0.05,n.s.=p>0.05
Figure38.MDA-MB-231細胞におけるYL-109の浸潤抑制効果に対
するCHIPの関与
MDA-MB-231細胞においてsiRNAを用いてCHIPをノックダウン後、8µm穴を有
するチャンバー上にマトリゲル存在下において、YL-109(10-6M)と共に細胞を
播種した。培養後、浸潤した細胞をクリスタルバイオレットによって染色し、細胞
数を計測することで、細胞の浸潤能を検討した。エラー バーは＋S.D.を表してい
る。**=p<0.01,n.s.=p>0.05
Figure39.MDA-MB-231細胞におけるCyp1a1発現量に対するYL
-109の影響
MDA-MB-231細胞にYL-109(10-6M)を添加し、24時間後に細胞を回収した。
Real-timeRT-PCR法を用いてCyp1a1のmRNA量を測定した。エラーバーは＋
S.D.を表している。**=p<0.01
Figure40.siRNAによるAhRのノックダウンの確認
MDA-MB-231細胞にAhRに対するsiRNAをトランスフェクション後細胞を回収し、
ウェスタンブロット法によってAhRとβ-actinのタンパク量を確認した。
Figure41.YL-109によるCHIPの発現誘導に対するAhRの関与
MDA-MB-231細胞においてsiRNAを用いてAhRをノックダウン後、YL-109(10-6
M)を添加し培養した。細胞を回収し、Real-timeRT-PCR法を用いてCHIPの
mRNA量を測定した。エラー バーは＋S.D.を表している。*=p<0.05,n.s.=p>
0.05
Figure42.AhRのCHIPプロモーター へのリクルートに対するYL-109の
影響
MDA-MB-231細胞をYL-109(10-6M)と共に培養した。その後、細胞を回収し、
コントロール抗体（IgG）と抗AhR抗体を用いてクロマチン免疫沈降法を行った。免
疫沈降物として得られたDNAを、CHIPプロモーター に特異的なプライマーを用い
てReal-timePCR法によって定量した。エラー バーは＋S.D.を表している。**=p
<0.01
Figure43.MDA-MB-231細胞におけるYL-109の足場非依存的増殖
抑制効果に対するAhRの関与
MDA-MB-231細胞においてsiRNAを用いてAhRをノックダウン後、軟寒天培地上
にYL-109(10-6M)と共に細胞を播種した。3週間培養後、顕微鏡下にて直径50
µm以上のコロニー数を測定した。エラー バーは＋S.D.を表している。*=p<0.05,
n.s.=p>0.05
Figure44.MDA-MB-231細胞におけるYL-109の浸潤抑制効果に対
するAhRの関与
MDA-MB-231細胞においてsiRNAを用いてAhRをノックダウン後、8µm穴を有す
るチャンバー上にマトリゲル存在下において、YL-109(10-6M)と共に細胞を播
種した。培養後、浸潤した細胞をクリスタルバイオレットによって染色し、細胞数
を計測することで、細胞の浸潤能を検討した。エラー バーは＋S.D.を表している。
**=p<0.01,n.s.=p>0.05
A B
Figure45.MCF-7細胞の足場依存的増殖に対するYL-109の影響
A.MCF-7細胞を播種後、上記の条件のYL-109を添加した。96時間後、MTTアッ
セイによって細胞増殖を評価した。（IC50=85.8nM）
B.MCF-7細胞を播種後、YL-109(10-6M)を含む培地において96時間培養し、
MTTアッセイによって細胞増殖を評価した。エラー バーは＋S.D.を表している。**
=p<0.01
Figure46.MCF-7細胞の足場非依存的増殖に対するYL-109の影響
Poly-HEMAコー トしたプレートにYL-109(10-6M)と共にMCF-7細胞を播種した。
24時間後、0.2%トリパンブルーを用いて細胞を染色し、生細胞数を測定した。エ
ラー バーは＋S.D.を表している。**=p<0.01
Figure47.MCF-7細胞を用いたinvivoにおける腫瘍形成に対するYL
-109の影響
ヌー ドマウスの両側の側腹部にMCF-7細胞を注射し、2日おきにYL-109(15mg
/kg)を投与した。週に2回腫瘍のサイズを計測し、体積を定量した。エラー バー
は＋S.D.を表している。*=p<0.05,**=p<0.01
Figure48.MCF-7細胞におけるCyp1a1発現量に対するYL-109の影
響
MCF-7細胞にYL-109(10-6M)を添加し、24時間後に細胞を回収した。Real
-timeRT-PCR法を用いてCyp1a1のmRNA量を測定した。エラー バーは＋S.D.を
表している。**=p<0.01
BA
Figure49.MCF-7細胞におけるYL-109の足場依存的増殖抑制効果
に対するAhRの関与
A.MCF-7細胞をYL-109(10-6M)またはAhRアンタゴニストであるα-NF(10-6M)
と共に培養後、MTTアッセイによって細胞増殖を評価した。エラー バーは＋S.D.
を表している。**=p<0.01,n.s.=p>0.05
B.MCF-7細胞においてsiRNAを用いてAhRをノックダウン後、YL-109(10-6M)と
共に培養した。培養後、MTTアッセイによって細胞増殖を評価した。エラー バー
は＋S.D.を表している。**=p<0.01,n.s.=p>0.05
Figure50.マンモスフィア形成に対するYL-109の影響
超低接着プレートにYL-109(10-6M)と共にMDA-MB-231細胞を播種した。7日
間培養後、顕微鏡下にて直径100µm以上のマンモスフィア数を測定した。ス
ケールバーは100µmを表している。エラー バーは＋S.D.を表している。**=p<
0.01
Figure51.ALDH陽性細胞集団に対するYL-109の影響
YL-109(10-6M)と共にMDA-MB-231細胞を播種し、96時間培養後、Aldefluor
assay kitとフローサイトメトリー を用いてALDH陽性細胞数を測定した。エラー
バーは＋S.D.を表している。**=p<0.01
Figure52.マンモスフィアにおける癌幹細胞マーカー の発現量に対す
るYL-109の影響
超低接着プレートにYL-109(10-6M)と共にMDA-MB-231細胞を播種した。7日
間培養後、マンモスフィアを回収し、Real-timeRT-PCR法を用いてKlf-4とHes1
のmRNA量を測定した。エラー バーは＋S.D.を表している。**=p<0.01
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